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Relatério do Seminario sobre estudos preliminares da Fosfoetanolamina Sintética (FOS)

O seminario, sediado no Instituto Nacional de Cancer, realizado em 17 de maio de 2016, teve o
objetivo de promover a discussdo dos resultados preliminares dos estudos de avaliacdo de
seguranca e eficacia da fosfoetanolamina sintética. Os estudos apresentados foram realizados
por 3 grupos de pesquisadores a partir de encomenda do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e
Inovagdo (MCTI), como segue: Laboratério de Avaliagdo e Sintese de Substancias Bioativas da
Universidade Federal do Rio de Janeiro — Lassbio/UFRJ, em associacdo com o Laboratériofde
Quimica Orgéanica Sintética —LQOS/Unicamp, Centro de Inovacdo de Ensaios Rréxclinicos
(CIEnP) em Floriandpolis/SC e Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicameéntos da
Universidade Federal do Ceara (NPDM/UFC).

A abertura do evento contou com as presencas do Sr. Luiz Henrique Canto, representando o
Secretdrio de Politicas e Programas de Pesquisa e Desenvolvimenta do Ministério da Ciéncia,
Tecnologia, InovacGes e Comunicacdes, do Sr. Pedro Prata, Secretério-substituto de Ciéncia,
Tecnologia e Insumos Estratégicos do Ministério da Saude{(SCTIE), da Sra. Doriane Patricia
Ferraz, representante da Agéncia Nacional de Vigilancia/Sanitaria (Anvisa) e do Sr. Luis Felipe
Ribeiro Pinto, representando a direcdo do Instituto NaCional de Cancer (INCA).

Estavam presentes pesquisadores de varias instituigbes de pesquisa com experiéncia em
pesquisas pré-clinicas ou desenvolvimento desfarmacos (vide lista de presenca anexa) e a
coordenacdo de pesquisa do INCA, que, além da organizacdo, teve o papel de moderador
neste semindrio. Foram convidados o/Sr. Gilberto Chierice e sua equipe, que ndo responderam
as trés solicitagdes de comparecimiento=ad seminario. O Sr. Durvanei Augusto, pesquisador do
Butantan e colaborador do grupo de sintetizadores da fosfoetanolamina foi convidado, mas
respondeu que tinha impossibilidade de cardter familiar para comparecer ao seminario.
Também foram convidadoes:“e defensor publico da Unido, Sr. Daniel de Macedo Alves Pereira,
os deputados membros da Comissdo de Seguridade Social e Familia e o Senador Lasier
Martins, da Comissao de Ciéncia, Tecnologia, Inovagdo, Comunicacdo e Informatica do Senado.
No entanto, nénhum desses convidados compareceu ao semindrio.

O primeiro pesquisador a apresentar os dados foi o Professor Titular de Quimica, Sr. Luiz Carlos
DiasfdorLQOS/Unicamp. Foram apresentados os dados relativos as andlises feitas nas capsulas
dé FOS\do Instituto de Quimica de Sao Carlos-USP, recebidas através do MCTI. Apds analise do
seu conteudo verificou-se a seguinte composicao:

- 32,2% de fosfoetanolamina;

- 34,9% de fosfatos de célcio, magnésio, ferro, manganés, aluminio, zinco e bario;

- 3,6% de pirofosfatos de célcio, magnésio, ferro, manganés, aluminio, zinco e bario;
- 18,2% de monoetanolamina protonada;

- 3,9% de fosfobisetanolamina;

- 7,2% de agua.

A quantidade de bario presente nas amostras e de 0,0005% (5,2 ppm).
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As capsulas apresentavam heterogeneidade na composicdo e no peso do seu conteudo. Esses
dados demonstram a inexisténcia ou inadequacdo do necessario processo de purificacdo bem
como a imprecisdo no preparo das cdapsulas, caracterizando a auséncia de Boas Praticas
Laboratoriais e Farmacéuticas (BPL e BPF) em todo o processo.

A 22 etapa dos experimentos consistiu na sintese da FOS de acordo com o protocolo descrito
na solicitacdo de registro de patente no Instituto Nacional de Propriedade Intelectaal=(INPI).
Nessa sintese, foram encontrados os mesmos compostos contidos nas capsulas\analisadas,
como pode ser visto abaixo nos graficos do estudo de ressonancia magnética, embora
ausentes algumas informagdes metodoldgicas necessarias no protocolo ‘da™solicitacdo de
registro da patente.
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Figh1: Espectro RMN-'H (600 MHz - D,O). Fragdo soluvel da cdpsula 1QSC-USP-MCTI (A) e
mistura de FOS e FBEA.HCl sintetizadas no LQOS com monoetanolamina comercial (B).

O grupo do Professor Luiz Carlos Dias sintetizou em sua forma pura, 0s componentes
fosfoetanolamina, cloridrato de monoetanolamina, fosfobisetanolamina, uma mistura na
propor¢do 100:70 de Fosfoetanolamina e monoetanolamina, além de fornecer
monoetanolamina pura e destilada para serem submetidas a ensaios in vitro e in vivo no
CIEnP.

Em seguida, houve a exposicdo dos estudos pré-clinicos, com a apresentacdo do pesquisador
Jodo Calixto, responsavel pelo CIEnP. Inicialmente, corroborando com os estudos realizados
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pelo LQOS/Unicamp, o pesquisador comentou o laudo da USP, assinado pelo diretor do 1QSC-
USP, Dr. Germano Tremiliosi Filho, em que este declara que a FOS “fornecida pelo Sr. Salvador

Claro Neto ndo é uma substancia pura, contendo impurezas como a monoetanolamina... estd

classificada como substancia tdxica, categoria 4, o que sugere que as capsulas como fornecidas

sdo inadequadas para consumo, especialmente por criangas, adolescentes e adultos com o

sistema imunoldgico fragilizado por cancer...”.

Apds essa introdugdo, passou a apresentar os resultados dos seguintes testes:

1) Avaliagdo das atividades citotdxica e antiproliferativa - foi realizada nos cemponentes

2)

da FOS, purificada no laboratdrio da Unicamp: fosfoetanolamina, moneétanclamina e
fosfobisetanolamina. Os testes foram realizados in vitro em linhagens de células
humanas de carcinoma de pulmdo, carcinoma de pancreas e melanoma, utilizando as
metodologias de MTT, Vermelho Neutro e Sulforrodamina B. Dentre os compostos
analisados, apenas a monoetanolamina mostrou alguma atividade citotdxica e
antiproliferativa em células de cancer de pancreas é€'melanona, mas nao de pulmao,
sendo contudo, 3000 vezes menos potentesique’ os antitumorais cisplatina e
gencitabina, utilizados como controle/ positivo. A fosfoetanolamina e
fosfobisetanolamina ndo apresentarami™, hehhuma atividade citotdéxica ou
antiproliferativa em nenhuma das trés/metodologias utilizadas.

Ensaios de Seguranca - Dose Maxima-Telerada: seguindo os guidelines do FDA o teste é
um estudo in vivo com camundongos e consiste na administracdo de doses crescentes
da substancia para testar@ dose’mdxima tolerada e toxicidade ao tratamento com a
FOS proveniente do IQSC. Assim, foram realizados testes com dose alta Unica, dose
menor repetida por(7 didas e 3 doses diferentes em 3 grupos de animais por 28 dias,
conforme precofiizado no Guia da OECD n°. 407. Ndo houve toxicidade em nenhum
dos esquemas administrados aos animais, tanto em machos como em fémeas, embora
fosse obsetvada diminuigdo significativa no nimero de hemacias. Esses resultados sdo
parciais, ‘'uma vez que as anadlises bioquimicas, de urina, de coagulagdo, pesagem de
orgaos’esestudos histopatolégicos em diversos érgaos desses animais submetidos ao
experimento ainda estdo em andamento e dependem de financiamento para a sua
conclusdo.

3) Teste de genotoxicidade - para se iniciar um estudo Fase | toda substdncia precisa,

obrigatoriamente, passar por um teste de genotoxicidade e carcinogenicidade. Foram
seguidas as orienta¢des do International Council for Harmonization of Technical
Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (ICH —S2 (R1)).

3.a) Teste de mutacgdo reversa em S. typhimurium (Teste de Ames) - realizado com
base no guia 471 da OECD. A FOS foi testada em 5 linhagens com diferentes doses,
sempre seguindo as BPL. A conclusdo desse estudo foi que a FOS nao apresentou
efeitos citotdxicos ou genotdxicos nas condi¢des experimentais utilizadas.
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3.b) Teste de micronucleos em medula éssea de camundongos - realizado com base no
guia 4714 da OECD, para complementar a avaliacdo da genotoxicidade da substancia.
A FOS nao apresentou efeitos citotdxicos ou genotdxicos nas condigdes experimentais
utilizadas.

4) Avaliagdo de atividade antitumoral da FOS em camundongos nude portadores de
tumor xenografico de melanoma humano - as doses foram estabelecidas de acerdo
com os guidelines do FDA apds o calculo de transposicdo de dose inversa (humanos
para camundongos). A FOS na dose de 200mg/Kg, administrada por via, oral, hdo
mostrou efeito antitumoral, enquanto na dose de 500mg/Kg esse efeito foi‘abservado,
embora inferior ao que se observou com a substancia controle utilizada, a’cisplatina,
na dose de 2 mg/kg, via intra-peritoneal. Quando foram administrados os
componentes purificados pela Unicamp, monoetanolamina pasdese’de 100mg/kg via
oral e fosfoetanolamina pura na dose de 500mg/kg via oral)estes ndo foram capazes
de inibir o tumor xenogréfico de melanoma humano implantado em camundongos.

Finalizando, o pesquisador Jodo Calixto observou que ainda necessitam ser concluidos estudos
histopatoldgicos, de seguranca, no SNC, sistemas respiratdrio e cardiovascular, bem como
farmacocinética da FOS para que se possa prossegdirpara’os estudos de fase .

Em seguida o pesquisador Odorico Moraes\dé Laboratério de Oncologia Experimental do
NPDM/UFC apresentou os seus estudos comsrespectivos resultados:

1) Estudo do potencial citotéxico e antineoplasico da FOS - avaliacdo de potencial
antiproliferativo e hemoliti€o da FOS in vitro. Esse estudo foi realizado seguindo as
diretrizes do Nationdl Cancer Institute dos EUA com linhagens certificadas de células
de carcinoma colorretal; de adenocarcinoma de préstata, de glioblastoma, além de
fibroblasto, e ¢élulas-mononucleadas de sangue periférico. Nao foi observado efeito
citotéxico hem atividade hemolitica com a metodologia utilizada.

2) Avaliacdo da possivel atividade anticancer da FOS no carcinossarcoma 256 de Walker -
estudds in vivo em ratos Wistar transplantados com carcinossarcoma de Walker,
subntetidos a tratamento com 1000mg/Kg, via oral, por 10 dias, um grupo controle
p6sitivo tratado com ciclofosfamida na dose de 25mg/kg, via intraperitoneal, e um
grupo controle negativo, tratado com soro fisioldgico 0,9% na dose de 1mL por via
oral. No grupo controle positivo ndo houve crescimento tumoral. No grupo tratado
com a FOS e no grupo controle negativo o tumor cresceu significativamente. Foi
realizada avaliagdo hematoldgica e biogquimica, bem como estudo histopatoldgico.
Foram observadas alteracGes histopatoldgicas no figado, embora as enzimas hepaticas
plasmaticas ndo tenham se alterado. Foi observada maior propor¢ao de metdstase
pulmonar no grupo tratado com FOS (7/15 com FOS vs. 3/15 no grupo controle
negativo). Nesse estudo a conclusdo final foi que a FOS ndo apresentou efeito inibidor
do crescimento tumoral na dose utilizada.
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Outro estudo foi realizado para verificar a possivel atividade anticancer da FOS, agora
em animais com sarcoma 180, com as mesmas doses e vias de administracdo que o
estudo anterior. Nao houve qualquer inibicdo do crescimento tumoral no grupo
tratado com a FOS. Estudos histopatoldgicos ainda estdo em andamento nas 750
[aminas dos 8 érgados que estao sendo estudados.

O pesquisador Odorico Moraes salientou em sua apresentacdo que convidou os SrsDurvanei
Augusto Maria e Renato Meneghelo, que pertencem ao grupo do Sr. Gilberto Chietice, para
acompanharem os experimentos. Apenas o 22 acompanhou os experimentos comycarcinoma
de Walker.

Os pesquisadores (Sr. Luiz Carlos Dias, Sr. Odorico Moraes e Sr. Jodo/Calixte) apresentaram de
forma completa e detalhada a metodologia utilizada nos estudosjassim como os resultados
obtidos até o momento.

No periodo da tarde, ocorreram as apresentacdes dos representantes do Instituto Nacional de
Propriedade Intelectual e da Agéncia Nacional def \Vigilancia Sanitaria que falaram sobre
patenteamento e a aprovacao da substancia no ambite régulatério.

O Sr. Alexandre Lopes Lourenco do INPL.reldtou que foram depositados dois pedidos de
patente: um de processo e outro em relacdo ao uso — com outras possibilidades de utilizacado,
como antiproliferativo, neuroprotetor, antiepilético e apoptodtico.

Segundo o representante do INPl as patentes ainda ndo foram analisadas, mas existe uma
prerrogativa de que, sempre que houver interesse publico, o Ministério da Saude pode
solicitar o exame prioritario de qualquer patente relacionada a medicamento.

A representante da Anvisa, Sra. Doriane Patricia Ferraz de Souza Pompeu, relatou que Sr.
Gilberto Chierice, esteve na Agéncia em 2010 para buscar informacgdes sobre os procedimentos
de registro €wna ocasidao foram repassadas ao interessado todas as normativas e estudos que
sdo necessarios para o registro de um medicamento. Representantes do Ministério da Saude
informaram’que em 2013 foi realizada uma reunido entre este Ministério e o Sr. Gilberto
Chierices/A época, o Sr. Gilberto teria sido convidado pela SCTIE para apresentar o seu projeto,
com vistas a um possivel apoio do MS. Entretanto, ao final da reunido, o pesquisador teria
recusado veementemente o apoio, além de afirmar que iria continuar distribuindo a
substancia a populagéo.

A Sra. Doriane Patricia ressaltou ainda que a regulagdo é um ato administrativo motivado e
gue a agéncia ndo pode conceder registro sem ser demandada e que, até o momento, ndo ha
nenhuma solicitacdo de registro da fosfoetanolamina sintética na Anvisa. Aberta a discussdo
para os demais pesquisadores convidados e apds varias consideragbes, houve os seguintes
consensos:
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1)

2)

3)

4)

5)

6)

Todos os experimentos foram considerados vélidos e realizados dentro das normas de
boas praticas laboratoriais.

Ha estudos experimentais que precisam ser concluidos no campo da toxicologia para
gue se possa prosseguir para estudos Fase .

Ha necessidade de aumentar o nimero de tipos de células tumorais (estudos in vitro) e
de tipos tumorais em animais (estudos in vivo), para avaliagdo dos .efeaitos
antineopldsicos da FOS .

O Ministério da Saude ird solicitar ao INPI a urgéncia na analise dassolicitacdo do
registro de patente da FOS.

O Ministério de Ciéncia, Tecnologia e Inovacdo solicitard a PDTRharma o envio de um
novo lote de fosfoetanolamina aos laboratérios para a continuidade dos estudos.

Deverd ser realizado um 22 semindrio com esse grupe,de,pesquisadores convidados,
para avaliar os dados pré-clinicos quando estes fofem totalmente concluidos.

Com vistas ao principio da transparéncia na administracde publica, a reunido foi transmitida

em tempo real por meio do canal do INCA nofsite Youtube.com e os arquivos podem ser

acessados por meio dos links: httpsy//vww.youtube.com/watch?v=g6Es2vn3IAw e

https://www.youtube.com/watch?v=fIP desinY:



https://www.youtube.com/watch?v=q6Es2vn3IAw
https://www.youtube.com/watch?v=fIP_cesJlnY
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